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7. RESUMEN DE LA LABOR QUE DESARROLLA:

En los organismos multicelulares el preciso control del ciclo celular durante el desarrollo y el
crecimiento, es decisivo para determinar el tamano y la forma de cada tejido. En este contexto,
sabemos que la actividad proliferativa de las células tumorales puede ser afectada por
distintos factores de crecimiento. Por otro lado, el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) es el principal inductor de la angiogénesis en distintos tejidos normales. El objetivo de
la presente linea de investigacion es el de estudiar la proliferacion celular (medida como
sintesis de ADN y actividad mitotica) y la angiogénesis en poblaciones celulares normales y
tumorales. (medida por técnicas inmunohistoquimicas)

En la actualidad me encuentro desarrollando distintas técnicas: Estandarizacion para analisis
de periodicidad. Técnica quirurgica de hepatectomia parcial

Técnicas inmunohistoquimicas: como la de bromodeoxiuridina para medir sintesis de ADN y
para el estudio de la angiogénesis utilizamos los anticuerpos VEGF y CD34.

8. Exposicion sintética de la labor desarrollada en el periodo
Estandarizacion para analisis de periodicidad.

Los ratones de la cepa C3HS que se utilizaron en los experimentos fueron
estandarizados para analisis de periodicidad, en nuestro bioterio, los animales se colocaron
en cuartos "ad hoc" (cuarto de ritmos) a una temperatura de 22°C + 2.

En cada cuarto se puede aislar hasta un maximo de 300 ratones del mismo sexo, en
cajas individuales, iluminadas con luz artificial fluorescente (40w), de 06:00 a 18:00 horas,
alternando con 12 horas de oscuridad (de 18:00 a 06:00 horas). En estas condiciones los
animales permanecen un maximo de 21 dias, después de los cuales son utilizados en los
experimentos.

Durante el periodo de estandarizacion los ratones reciben agua y comida "ad libitum" y
son controlados una vez por dia, al comienzo del periodo de oscuridad (18:00 hs), para la
reposicion de agua y comida en caso necesario.

En estas condiciones hemos demostrado que se establece un ritmo regular de
alternancia de oscuridad-actividad-alimentacién e iluminacién-reposo-ayuno en periodos de 12
horas.

La estandarizacion disminuye la dispersion de los datos de las variables medidas y
facilita el analisis experimental.

Luego de 21 dias de estandarizacion, los animales fueron sometidos a una
hepatectomia parcial (70%).

Técnica quirurgica:

La hepatectomia se realizd bajo anestesia con éter. La primera etapa de la anestesia
se hace en un recipiente de vidrio de boca ancha en el cual hay un algodén embebido en éter.
Cuando el animal esta anestesiado se saca del recipiente, se coloca en una mesa de
operaciones y se le pone una mascarilla de gasa manteniendo la anestesia con gotitas de
éter. Se coloca en posicién decubito dorsal, con los miembros anteriores y posteriores en
extensiéon no forzada pero firme. Se afeita la zona de operacion, y se le hace una incisidon
sobre la linea blanca de mas o menos 1.5-2 cm. de largo comenzando desde la apofisis
xifoide hacia abajo. Se coloca un separador chato. Se pone una gasa doblada en forma de
cinta sobre el térax del ratéon a nivel de la incision. Con mucha suavidad se saca el l6bulo
mediano con una pinza de aro y se vuelca sobre la gasa, luego se saca el Iébulo izquierdo y
se apoya encima del mediano, se corta entonces con una tijera de punta roma el ligamento
gastro-hepatico con el objeto de liberar el pediculo y facilitar su ligadura. Se envuelven ambos
I6bulos con la gasa cruzando los extremos y dejando libre el lugar de las ramas de la arteria
hepatica, el conducto biliar y la vena porta de estos lobulos. Se pasa una aguja curva y de
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punta roma con hilo de lino y se ata el pediculo en su posicion mas distal con el objeto de
evitar la necrosis del I6bulo paragastrico. Con una tijera de punta roma que se introduce en el
mismo lugar que la aguja se corta el pediculo por encima de la ligadura.

Luego de esperar unos segundos, para permitir el pasaje de la sangre contenida en los
I6bulos a extirpar a través de la rama de la vena hepatica, se realiza una ligadura de lino cerca
de la base de implantacién de los I6bulos y se corta por encima. Se saca el separador y se
sutura con hilo de algodon.

Técnicas inmunohistoquimicas
Estudio de la sintesis de ADN mediante la técnica de inmunohistoquimica de bromodeoxiuridina.

A cada animal 1 hora antes del sacrificio se le inyecta intraperitonealmente una
solucion de —5- bromodeoxiuridina (Sigma) en dosis equivalente a 50 mg/kg de peso corporal.
Durante la necropsia se extraen los 6rganos que se fijan en formol buffer durante 24 hs., luego
se deshidratan mediante un tren de alcoholes de concentracion creciente, se aclaran en xilol y
se incluyen en parafina. Se cortan con microtomo de deslizamiento, obteniéndose cortes de un
espesor aproximado de 5 ym, y se montan sobre portaobjetos silanizados.

Se les realiza el desparafinado mediante la inmersién de los portaobjetos en xilol y
luego se hidratan utilizando nuevamente un tren de alcoholes, pero esta vez de concentracién
decreciente. Los cortes hidratados se someten al tratamiento en microondas (2x5°, 750W) en
buffer citrato pH 6 para la recuperacion antigénica.

Una vez enfriado se lavan en Tris buffer y se sumergen en una solucion de agua
oxigenada (20 vol.) al 3% para bloquear la peroxidasa enddgena y asi evitar la marcacién
inespecifica. Se incuban con el anticuerpo primario (Bu 20a, 1/100, DAKO) durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente. Terminada la incubacién se vuelven a lavar en Tris
buffer y se utiliza como sistema de deteccion el Sistema Envision (DAKO) durante 30 minutos
también a temperatura ambiente y en camara humeda. Se vuelven a lavar en Tris buffer y se
realiza el revelado con diaminobencidina (DAB).

Por ultimo se les realiza una coloracion suave de contraste con Hematoxilina para
facilitar la observacion de los nucleos no marcados y se monta a los preparados con un
cubreobijeto.

Para el estudio de la angiogénesis se utilizé la técnica del VEGF y CD34

Durante la necropsia se extraen los 6rganos que se fijan en formol buffer durante 24
hs., luego se deshidratan mediante un tren de alcoholes de concentracion creciente, se
aclaran en xilol y se incluyen en parafina. Se cortan con micrétomo de deslizamiento,
obteniéndose cortes de un espesor aproximado de 5 ym, y se montan sobre portaobjetos
silanizados.

Se les realiza el desparafinado mediante la inmersidn de los portaobjetos en xilol y
luego se hidratan utilizando nuevamente un tren de alcoholes, pero esta vez de concentracién
decreciente. Los cortes hidratados se someten al tratamiento en microondas (2x5°, 750W) en
buffer citrato pH 6 para la recuperacion antigénica.

Después del tratamiento en microondas los preparados se enfrian en buffer citrato
durante 20 minutos, luego son lavados en TBS.

Se los incuba con el anticuerpo primario VEGF (C-1), anticuerpo IgGza (Santa Cruz
Biotechnology. California USA) en una dilucion 1/40 en camara humeda durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se utiliza Envision (DAKO, Carpinteria, California,USA) como sistema
de deteccidn. La reaccidn se revela con 3°3 diaminobencidina (Sigma) en TBS con 0.03% de
H202. Los cortes se contrastan con Hematoxilina de Meyer y se montan.



Para el estudio de los vasos sanguineos los cortes se incubaron con el anticuerpo
CD34 ( BI-3C5) monoclonal de raton IgG1, Santa Cruz Biotechnology, previa recuperacion
antigénica en horno microondas(2 x 5 min., 750W) con buffer citrato pH 6. Para la deteccién y
amplificacion, las muestras se incubaron con un polimero: el sistema Envision (DAKO). La
diaminobenzidina se utilizé como revelador y la hematoxilina como colorante de contraste.

Estudio de la actividad mitética mediante el método estatmocinético.

Para detener las mitosis en metafase se administraron 2 ug de colchicina (en 0.01 ml.
de agua destilada) por gramo de peso corporal del ratdon por via intraperitoneal en la fosa
iliaca izquierda del animal 4 horas antes de su muerte. Con la aplicacion del método
estatmocinético, se puede determinar la cantidad de células que entran en la fase mitética del
ciclo celular durante las 4 horas que transcurren desde la inyeccion de colchicina al momento
del sacrificio, ya que la colchicina actua provocando la disrupcion del huso mitético, con la
consiguiente produccion de figuras mitéticas caracteristicas, debido a que no se forma la placa
ecuatorial. Estas metafases han sido llamadas metafases colchicinicas y son faciimente
distinguibles al MO.

8- Otras actividades
8-1 Publicaciones

Garizoain, G; Petrone, S; Garcia Mancuso, R; Plischuk, M; Desantolo, B; Inda, A. M; Salceda,
S. Andlisis de preservacion 6sea y dentaria en dos grupos etarios: su importancia en el estudio
de conjuntos esqueléticos. Intersecciones en Antropologia.: Facultad de Ciencias Sociales -
UNCPBA - Argentina. 2016 vol.17 n°3. p353 - 362. issn 1666-2105.

Desantolo, B; Inda, A. M. Estimacion microscopica de edad a partir de la zona cortical del
fémur en individuos adultos: revision metodolégica. Revista Argentina de Antropologia
Bioldgica.La Plata: Asociacion de Antropologia Biolégica Argentina. 2016 vol.18 n°2. p1 - 12.
issn 1514-7991.

Articulos en prensa

Garizoain, G., Plischuk, M., Petrone, S., Garcia Mancuso, R., Desantolo, B., Inda, A.M.
“Asociacion entre enfermedad periodontal y periostitis. Analisis esquelético en una poblacion
contemporanea (La Plata, Argentina) volumen 38 (2017) de la Revista Espanola de
Antropologia Fisica

Trabajos en eventos cientifico-tecnologicos publicados

Garizoain, G; Petrone, S; Plischuk, M; Garcia Mancuso, R; Desantolo, B; Inda, A. M.; Salceda, S;
Errecalde A. Estimacién de edad a partir de radiografias periapicales: evaluacion y aplicacion a
una coleccidn osteoldgica documentada.. Argentina. La Plata. 2016. Revista. Resumen. Taller. IlI
Taller Nacional de Bioarqueologia y Paleopatologia.

Plischuk, M; Barquet S; Caceres V; Gauna E; Desantolo, B; Garcia Mancuso, R; Garizoain, G;
Petrone, S; Errecalde A; Inda, A.M. Robustez humeral: lateralidad y dimorfismo sexual.
Argentina. La Plata. 2016. Libro. Resumen. Congreso. XVIII Congreso y 15avas Jornadas de
Educacion de la Sociedad de Ciencias Morfologicas.



Petrone, S; Garizoain, G; Garcia M; Andrini L; Garcia A; Inda, A. M. Analisis microscépico del
esmalte deciduo humano en distintos momentos del desarrollo. Argentina. La Plata. 2016.
Revista. Resumen. Congreso. Il Taller Nacional de Bioarqueologia y Paleopatologia.

8-3.Trabajos comunicados

Fernandez Blanco A; Corrons F; Andrini L; Inda A; Garcia M. Estudio morfolégico e
inmunohistoquimico del tumor ES2 en un modelo experimental murino.. Argentina. Buenos
Aires. 2017. Jornada. Jornada Invernal S.A.P 2017. Sociedad Argentina de Patologia

Palma MB; Martinez M; Luzzani C; Inda AM; Errecalde AL; Miriuka S; Garcia MN. Cémo generar
un modelo tridimensional in vitro a partir de un adenocarcinoma mamario murino? Catedra de
Citologia, Histologia y Embriologia “A”. XVII Congreso y 15%*° Jornadas de Educacién. Sociedad
de Ciencias Morfoldgicas de la Plata, 29 y 30 de Septiembre de 2016.

Rossi NM; Fernandez Blanco A; Inda AM; Errecalde AL. Actividad mitética durante la regenercion
hepatica poshepatectomia en ratones jovenes portadores de un hepatocarcinoma murino. XVII
Congreso y 15%"*° Jornadas de Educacion. Sociedad de Ciencias Morfoldgicas de la Plata, 29 y
30 de Septiembre de 2016.

Plischuk M; Barquet S; Caceres V; Gauna E; Desantolo B; Garcia Mancuso R; Garizoain G;
Petrone S; Errecalde Al; Inda AM. Robustez humeral: lateralidad y dimorfismo sexual. . XVII
Congreso y 15%*° Jornadas de Educacion. Sociedad de Ciencias Morfologicas de la Plata, 29 y
30 de Septiembre de 2016

Martinez MM; Palma MB; Fernandez A; Miriuka S; Luzzani C; Andrini LB; Inda AM; Errecalde AL;
Garcia MN. Efecto de células madre mesenquimales derivadas de cordén umbilical sobre el
crecimiento y desarrollo tumoral. . XVII Congreso y 15%%® Jornadas de Educacion. Sociedad de
Ciencias Morfoldgicas de la Plata, 29 y 30 de Septiembre de 2016

9. Tareas docentes desarrolladas en el periodo.

Ano 2004 hasta la actualidad. Profesor Adjunto con dedicacién exclusiva .Catedra de Histologia
“A”. Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.

10. Otros elementos de juicio no contemplados en los titulos anteriores.

Investigador categoria 2 dentro del Plan de Incentivos para Docentes -Investigadores del
Ministerio de Educacion de la Nacion.

Docente Universitario Autorizado. Titulo otorgado por la Facultad de Ciencias Médicas. Catedra de
Citologia, Histologia y Embriologia "A" Universidad Nacional de La Plata.

Directora y Codirectora de proyectos acreditado

Directora de proyecto: Andlisis de la variacion histomorfoldégica del esqueleto durante la
ontogenia. Implicancias en el estudio de la osteobiologia humana. Acreditado por el Ministerio de
Educacién de la Nacion, dentro del marco del plan de Incentivos para docentes e investigadores
de la UNLP. 1/03/2015 al 31/12/2018. Cddigo:11/ M189



Codirectora del proyecto:

Titulo: Estudio de la Proliferacion normal y tumoral. Efectos de células madre mesenquimales,
angiogeénesis y expresion del HLAG

Acreditado por el Ministerio de Educacion de la Nacion, dentro del marco del plan de Incentivos
para docentes e investigadores de la UNLP. . 01/2016 — 12/2018 Codigo: 11 / M193

Directora y Codirectora de trabajos de Tesis doctoral

Directora

Tesis Doctoral realizado por el Médico Pablo Colaci

Titulo: Determinacion de la microdensidad vascular y su correlacion con el estadio tumoral en
carcinomas renales de células claras humanas, para optar al Titulo de Doctor en Ciencias
Médicas. UNLP. Aprobada. Diciembre 2016

Co-directora

Tesis doctoral Petrone Selene:

Titulo: "Variacion morfométrica de la denticion decidua en el periodo fetal e infantil y evaluacion
de los tejidos dentarios. Influencia del sexo y la edad en una coleccion osteolégica documentada”.
(En curso.)

Codirectora de Becarios

Co-directora: Beca tipo “A” de la UNLP. Lic. Selene Petrone. A partir de Abril de 2014 hasta la
actualidad.

Tema de trabajo: Variacion morfolégica de la denticion decidua en el periodo fetal y neonatal:
influencia del sexo y la edad en una coleccién osteoldgica documentada.

Subsidios recibidos

Institucidén otorgante: Ministerio de Educacion de la Nacién. Dentro del Programa de Incentivos a
docentes investigadores Monto: 27000$

Duracién: anual Aio: Dic. 2016.

Subsidio para la Investigacion en y para la salud .Proyecto PITBA. Otorgado por el Ministerio de
Salud de la Provincia de Buenos Aires. 818.000%. Julio 2017.

Gestion Universitaria

Miembro representante por el Claustro de Profesores para la Comision de Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas de la Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.

Miembro integrante del Comité Académico de la Carrera de Doctorado de la Facultad de Ciencias
Médicas.UNLP. A partir del 22/5/2012 hasta la actualidad

Actividades de evaluacion

Miembro de Jurado encargado de Evaluar el Trabajo de Tesis realizado por el Med. Julio Cesar
Hijano titulado: Anatomia funcional de los musculos de la pared antero lateral del abdomen.
Aspecto meédico y quirurgico. Dirigido por la Prof. Dr. Marcelo Cerezo. La Plata, 5 de Julio de
2017



Miembro Suplente, integrante de la Comision Asesora encargada del Concurso para cubrir un
cargo de Profesor Adjunto Rentado Semidedicacion en la Catedra de Patologia "A". Facultad de
Ciencias Médicas. U.N.L.P. La Plata, 15 de septiembre de 2016

Miembro Suplente, integrante de la Comisidn Asesora encargada del Concurso para cubrir
un cargo de Profesor Adjunto Rentado Exclusiva en la Catedra de Patologia "B". Facultad de
Ciencias Médicas. U.N.L.P. La Plata, 14 de octubre de 2016

Miembro titular, integrante de la Comision Asesora encargada del Concurso para cubrir un cargo
de Profesor Adjunto Rentado Semidedicacion en la Catedra de Citologia, Histologia y
Embriologia "A". Facultad de Ciencias Médicas. U.N.L.P. La Plata Diciembre 2016
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